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Study of the fermentative activity of Hansenula anomala and production of
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Beatriz Hatta Sakoda?®

Resumen

Se ha estudiado la actividad fermentativa de Hansenula anomala RIVE 7-1-5 con el objetivo de evaluar la
produccion de compuestos quimicos de importancia sensorial. Los resultados mostraron que fermenta bien
monosacaridos y también sucrosa y maltosa. Su actividad fermentativa es inhibida a concentraciones de
100,0mg/L de metabisulfito de sodio en el medio. Ademas, es capaz de producir 5,81+0,1 % v/v de etanol. La
agitacion del medio de cultivo incrementa la produccion de alcoholes superiores (679,2 mg/L) y etil acetato
(206,048,0 mgl/L), por el contrario disminuye la produccion de acido acético (196,0+7,0 mg/L). La produccion de
glicerol fue similiar tanto en cultivo estatico (sin agitaciéon) como agitado. Durante el cultivo batch en biorreactor
a condiciones aireadas la tasa de crecimiento (u) alcanzé el valor de 0,13 h™' y se observé la produccion de
acido acético hasta 4,2+0,3 g/L. La concentracién de oxigeno en el medio afecta su metabolismo, asi cantidades
insuficientes de oxigeno provocaria un metabolismo respirofermentativo con la produccién de etanol, alcoholes
superiores, ésteres y acido acético. El control de la aireacion al medio de fermentacién es una herramienta
util para controlar el balance entre la actividad respiratoria y fermentativa y asi la sintesis de compuestos de
importancia sensorial en la produccién de bebidas fermentadas no tradicionales.

Palabras clave: Hansenula anomala, fermentacion alcohdlica, alcoholes superiores, etil acetato, cultivo por lote.
Abstract

The fermentative behaviour of Hansenula anomala RIVE 7-1-5 was studied in order to evaluate the production
of chemical compounds of sensory importance. The results demonstrated that the strain ferments very well
monosaccharides and also sucrose and maltose. Its fermentative activity was inhibited at concentrations of 100
mg/L of sodium metabisulphite in the medium. Furthermore, it was able to produce 5,81+0,1% (v/v) of ethanol.
Agitation of the culture medium increases the production of higher alcohols (679,2 mg/L) and ethyl acetate
(206,0+8,0 mg/L), but on the contrary affects the production of acetic acid (196,0+7,0mg/L). Glycerol production
was similar in static (without agitation) and shaken cultivation. During batch cultivation carried out in biorreactor
under aerated conditions the growth rate (u) reached value of 0,13 h' and, it was also observed production of
acetic acid at levels of 4,2+0,3 g/L. The oxygen concentration in the medium affects its metabolism, thus insuf-
ficient amounts of oxygen would provoke a respirofermentative metabolism with production of ethanol, higher
alcohols, esters and acetic acid. The control of aeration during fermentation is a useful tool to control the balance
between the respiratory and fermentative activity and thus; synthesis of compounds of sensory importance in
the production of non-traditional fermented beverages.

Keywords: Hansenula anomala, alcoholic fermentation, higher alcohols, ethyl acetate, batch cultivation.

consecuentemente mueren (Fleet & Heard 1993; Torija et al.

Hansenula anomala 6 Pichia es una levadura no-Saccharomyces
que frecuentemente es referida como contaminante en la pro-
duccién de bebidas fermentadas ya que produce compuestos
quimicos en cantidades que afectan la calidad organoléptica
(Thomas 1993). Sin embargo, en ciertas bebidas no tradicionales
su presencia es beneficioso ya que los metabolitos que produce
contribuye al aroma y sabor del producto final (Fleet 1992).
Por ejemplo, Hansenula anomala forma parte de la microflora
en la fermentacién espontdnea de un tipo de “vino de arroz”
consumido en Vietnam (Dung et al. 2006). Ademds es también
responsable del aroma y sabor caracteristico del “takju”, bebida
alcohdlica consumida en Corea del sur, hecha a base de arroz

(Shin & Cho 1970).

Hansenula anomala es una levadura osmotolerante, ha sido
aislada de productos con baja actividad de agua como por ejem-
plo en mermeladas de fruta (Tokuoka et al. 1992) y ademds de
lugares con bajo contenido de oxigeno (Naito 1984). H. anomala
frecuentemente forma parte ainque no es predominante de la
microflora de uvas y mostos y, participa en la etapa temprana
de la fermentacién alcohélica espontdnea hasta que el oxigeno
se agote y el etanol alcance niveles de 5-6% (a los 3 — 4 dias) y

2001). Subsecuentemente, las cepas resistentes al etanol como
Saccharomyces cerevisiae predominan y completan la fermenta-
cién (Ribereau-Gayon 1985).

Metabolismo de aziicares en Hansenula anomala.- Los
azticares fermentables son la fuente de energfa mds importante
en el metabolismo de levaduras. Hansenula anomala al igual
que las demds levaduras utiliza vias metabdlicas comines para
la degradacién de azicares, lldmese glucdlisis, ciclo de krebs
y via de la pentosa fosfato. Estos para ser utilizados deben ser
transportados hacia el interior de la célula mediante mecanismos
de transporte especificos (Kruckeberg 1996, Flores et al. 2000).
La velocidad de utilizacién de azticares esta influenciada por la
concentracién y el tipo de azicar, la concentracién de oxigeno
disuelto en el medio asi como de la temperatura, el pH entre
otros factores (van Dijken et al. 1993, Bisson 1993, Goffrini et
al. 2002). Hansenula anomala puede crecer a valores bajos de
pH, baja actividad de agua, y alta presién osmética (Fredlund
et al. 2002). Ademds, no requiere adicién externa de vitaminas
para su crecimiento. Es una levadura Crabtree negativa, oxida-
tiva, debido a que altas concentraciones de glucosa no reprime
su respiracién a condiciones aerobias (De Deken 1966a,b).
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Durante su crecimiento totalmente aerobio produce cantidades
pequenas de etanol y glicerol, es decir tiene preferencialmente
un metabolismo respiratorio (De Deken 1966b, Fredlund et
al. 2004a). A condiciones anaerobias su crecimiento se inhibe

(Fredlund et al. 2004Db).

A condiciones aerobias la glucosa-6-fosfato se metaboliza
mayormente (50%) via glucdlisis y otra parte (30%) via pen-
tosa fosfato. Asi mismo, a estas condiciones la mayor parte del
piruvato entra a la mitocondria para su oxidacién en el ciclo
de Krebs, el cual funciona como un ciclo completo (Fredlund
et al. 2004a). La limitacién de oxigeno activa las enzimas de
la via fermentativa, como resultado se producen considerables
cantidades de etanol y glicerol y, la tasa especifica de toma de
glucosa incrementa sustancialmente comparado con la tasa de
toma de glucosa a condiciones aerobias. A estas condiciones, la
oxidacién de la glucosa-6-fosfato por la via pentosa fosfato se
reduce a solo 10% y el ciclo de Krebs funciona como una via
ramificada (Fredlund et al. 2004a). El flujo metabdlico de Han-
senula anomala en estas condiciones es similar al metabolismo
fermentativo de Saccharomycescerevisiae (Gombert et al. 2001,
Fiaux et al. 2003). Condiciones de limitacién de oxigeno causa
una mayor produccién de etanol y también la acumulacién de
glicerol dentro de la célula y en el medio externo comparado a
condiciones aerobias (Fredlund et al. 2004a y b). La produccién
de glicerol a condiciones de limitacidn de oxigeno esta relaciona-
do a la necesidad de reoxidar los equivalentes redox producidos
durante la sintesis de aminodcidos (Gancedo & Serrano 1989).
Acido acético también es producido durante su crecimiento
respiratorio y respirofermentativo, pero no a condiciones severas
de limitacién de oxigeno (Fredlund et al. 2004a yb).

En levaduras Crabtree negativas cultivadas a condiciones
aerobias, el piruvato se metaboliza preferentemente via piruva-
to deshidrogenasa hasta acetil-CoA y luego éste entra al ciclo
de Krebs para su oxidacién completa (van Dijken et al. 1993,
Gancedo & Serrano 1989); esto se debe a que presentan bajos
niveles de piruvato descarboxilasa y una alta actividad de enzimas
respiratorias como la piruvato deshidrogenasa, acetaldehido
deshidrogenasa y acetil-CoA sintetasa (Postma et al. 1989).
La ausencia de oxigeno en el medio es crucial y conduce a la
cesacion del crecimiento (Bulder 1964, van Dijkenetal. 1993).
La produccién de acetato, glicerol y etanol se deberia a una baja
actividad de las enzimas respiratorias especialmente la piruvato
deshidrogenasa, acetaldehido deshidrogenasa y la acetil-CoA
sintetasa como resultado de la limitacién de oxigeno en el
medio (van Dijken et al. 1993), lo que a la vez conduce a una
disminucién de la tasa de respiracién y a la estimulacién del
metabolismo fermentativo.

La produccién de glicerol en medios con alta concentracién
de azticar también estarfa conectado al mecanismo de adaptacion
que utiliza la levadura frente al estrés osmético y asi prevenir su
deshidratacién (Andre et al. 1988). Sin embargo, también ha
sido sugerido que la produccién de glicerol no siempre es un
factor relacionado a la osmorregulacién (Tokuoka et al. 1992).
Asi mismo, la formacién de glicerol esta acoplado a la oxidacién
de NADH a NAD*, lo que causa un desbalance redox en el
citosol NADH:NAD?") el cual es corregido con la produccién
de 4cido acético cuya sintesis reconvierte nuevamente NAD*
a NADH (Blomberg & Alder 1992; Remize et al. 1999).

Finalmente, la produccién de glicerol también esta ligado a la

necesidad de reoxidar el NADH generado durante la glucélisis
(Prior y Hohmann 1997).

En la Figura 1 se presenta en forma general el metabolismo
respiratorio y respirofermentativo de Hansenula anomala en la
degradacién de glucosa.

Las levaduras no-Saccharomyces no son muy tolerantes a bajas
concentraciones de oxigeno, especialmente comparado con S.
cerevisiaze (Hansen et al. 2001). A condiciones de limitacién de
oxigeno se estimularfa la fermentacién (van Dijken 1993), asi
entonces el piruvato es convertido a acetaldehido por la piruvato
descarboxilasa, y luego es reducido bien a etanol por la alcohol
deshidrogenasa (Bisson 1993), u oxidado a 4cido acético por
la acetaldehido deshidrogenasa NADP-dependiente (Jacobson
& Bernofsky 1974). El acetaldehido funciona como receptor
terminal de electrones cuya reduccién por el NADH genera
etanol (Bisson 1993, Boulton et al. 1996). En levaduras Crabtree
negativas en presencia de oxigeno, el acetaldehido es preferente-
mente oxidado a acetato por la aldehido deshidrogenasa y luego
convertido en acetil CoA por la acetil-CoA sintetasa (van Urk et
al. 1990, Remize et al. 2000). Sin embargo, la acumulacién de
4cido acético bajo condiciones de limitacién de oxigeno resultaria
de la insuficiente actividad de la acetil-CoA sintetasa requerida
para la oxidacién completa del acetato (van Urk et al. 1990).
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Figura 1. Metabolismo tipico de levaduras Crabtree negativas como
Hansenula anomala: Respiratorio (—) y respirofermentativo (----).
1: Transporte de piruvato a la mitocondria, 2: Complejo piruvato
deshidrogenasa, 3: Piruvato descarboxilasa, 4: Alcohol deshidroge-
nasa, 5: Acetaldehido deshidrogenasa, 6: Acetil CoA sintetasa (ci-
toplasmatico), 7: Acetil CoA sintetasa (mitocondrial), 8: Transporte
de acetil CoA mediado por la via carnitina. Formacion de ésteres,
9: Acetiltransferasa, 10: éster sintasa, (adaptado de Fredlund et al.
2004a,b y van Dijken et al. 1993).
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Efecto del etanol y sulfito en Hansenula anomala.- Hanse-
nula anomala no es una levadura tolerante a altas concentraciones
de etanol y 4dcido acético (Kalathenos et al. 1995, Fredlund et
al. 2002). El etanol inhibe la viabilidad de las células, la tasa de
crecimiento especifico, y la tasa especifica de fermentacién (Sa-
Correia & Van Uden 1983, Pina et al. 2004, Ricci et al. 2004).
Se considera que el etanol provoca la disminucién del contenido
de esteroles en la membrana celular y esto afecta el transporte
de azicares. Asi mismo, se cree que el etanol tendria un efecto
inhibidor sobre la actividad del sistema hexoquinasa, enzimas
responsables de transferir grupos fosfato de una molécula a otra
en la glucdlisis (Nagodawithana et al. 1977, D’Amore et al.
1990, Ricci et al. 2004).

En general, la tolerancia al etanol depende de la habilidad de
la célula de levadura para exportar el etanol producido hacia el
exterior, un proceso que depende de la composicién y fluidez
de la membrana citoplasmética (Nagodawithana & Steinkraus
1976). El dioxido de azufre se ha utilizado desde hace mucho
tiempo como agente antimicorbiano durante la elaboracién
de vinos y otras bebidas fermentadas. Este compuesto inhibe
el crecimiento de bacterias y ciertas levaduras, entre ellas las
no-Saccharomyces (Beech 1979). La capacidad inhibitoria del
SO, esta influenciada por el pH del medio. El pH determina el
equilibrio entre tres compuestos, el SO,, HSO,, y SO~,. EI SO,
es el responsable del efecto téxico y su concentracién en medio
acuoso es favorecido a valores bajos de pH ya que provoca el des-
balance del equilibrio hacia este compuesto (Jarvis & Lea 2000).

Los sulfitos tienen actividad a nivel del metabolismo energé-
tico, afectan la glucdlisis, asi bajas concentraciones conducen a
una rdpida reduccién del contenido de ATP en la célula a bajos
valores de pH. Las enzimas més afectadas serfan la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa y la alcohol deshidrogenasa (Maier et al.
1985). Asi mismo, el sulfito serfa responsable de la inhibicién de
la alcohol deshidrogenasa, enzima responsable de la reduccién de
acetaldehido a etanol durante la fermentacién (Maier et al. 1985).

Produccién de compuestos sensoriales por Hansenula
anomala.- Hansenula anomala durante su crecimiento aerobio
produce una variedad de compuestos voldtiles. Esta especie es
conocida por producir altas concentraciones de etil acetato y
dcido acético (Romano et al. 1992, Grbin 1999, Plata et al.
2003). Los ésteres representan el mayor grupo de componentes
aromdticos en bebidas alcohélicas fermentadas (Suomalainen
1981), y son producidos mediante reaccién enzimdtica dentro
de la célula. La principal enzima que cataliza la reaccién es una
acetiltransferasa (Malcorps et al. 1991, Yoshioka & Hashimoto
1984, Mason & Dufour 2000). En S.cerevisiae la sintesis de
ésteres de acetato ha sido atribuido a la actividad de al menos
tres acetiltransferasas: alcohol acetiltransferasa (AATasa), etanol
acetiltransferasa e isomail alcohol acetiltransferasa (Lilly et al.
2000). La alcohol acetiltransferasa cataliza la reaccién: acetil
CoA + alcohol — CoA + acetil éster. Actiia sobre un rango
de alcoholes alifdticos de cadena corta incluyendo metanol y
etanol. La AATasa reacciona con la acetil-CoA y dependiendo
del grado de afinidad con una variedad de alcoholes (Fujii et al.
1994). Por ejemplo, etil acetato es principalmente producido a
partir de acetil CoA y etanol (Yoshioka & Hashimoto 1981).
La AATasa de S. cerevisiae es fuertemente reprimida bajo con-
diciones aerobias y por la adicién de 4cidos grasos insaturados
en el medio (Malcorps et al. 1991, Fujii et al. 1997). Por otra

parte, se ha reportado que la actividad de la éster sintasa (esterasa
reversa) en la sintesis de ésteres en S. cerevisiae es limitada. Etil
caprilato y etil acetato serfan producidos a partir de etanol y los
respectivos dcidos grasos (Hilary & Peddie 1990, Plata et al.
1998, Rojas et al. 2002).

La via de sintesis de ésteres en Hansenula anomala difiere de
la via usada por S. cerevisiae. Asi, etil acetato se sintetiza preferen-
temente a partir de 4cido acético y etanol mediante una reaccién
reversa de esterasa (Yoshioka & Hashimoto 1981, Rojas et al.
2002). Etil acetato se produce durante el crecimiento en glucosay
a diferentes niveles de aireacion. El incremento de la oxigenacién
del medio reduce la produccién de etil acetato (Tabachnick &
Joslyn 1953, Fredlund et al. 2004a). Sin embargo, Rojas et al.
(2001) han reportado menor produccidn de etil e isoamil acetato
a condiciones de limitacién de oxigeno comparado a condiciones
aerobias. Mucho antes ya se habia reportado que la produccién de
etil acetato requiere la presencia de pequefias cantidades de oxige-
no, y que su sintesis se inhibe a condiciones totalmente anéxicas
(Davies et al. 1951, Tabachnick & Joslyn 1953). Los ésteres de
acetato se forman en altas concentraciones durante la fermenta-
cién temprana (Henschke & Jiranek 1993). Hansenula anomala
también produce otros ésteres como etil propanoato y 2-feniletil
acetato (Westall 1999). Debido a la solubilidad de los ésteres en
lipidos, estos pueden atravezar de manera relativamente fécil la
membrana celular. Sin embargo, la tasa de difusién depende de
la longitud de la cadena, asi por ejemplo el etil acetato se excreta
ripida y completamente, mientras que la excrecién de los demds
ésteres etilicos disminuye dramdticamente a medida que incre-
menta la longitud de la cadena, desde 100% para etil hexanoato
hasta 54 — 68% para etil octanoato y 8 — 17% para etil decanoato
(Nykanen & Nykanen 1977). Finalmente, la tasa de formacién
de ésteres depende de la concentracién de sus precursores y de
la actividad de las enzimas incolucradas en la sintesis e hidrélisis
(Swiegers & Pretorius 2005). De ahi que todos los pardmetros
que afectan la concentracién de los precursores o la actividad de
las enzimas involucradas pueden afectar la produccién de ésteres.
Sin embargo, la produccién de ésteres varfa también entre cepas
de una misma especie de levadura.

Las levaduras no-Sacccharomyces también producen diferentes
niveles de alcoholes superiores. Altas concentraciones de estos
afectan negativamente la calidad organoléptica por ejemplo en
vinos, pero bajas concentraciones més bien confieren comple-
jidad (Romano & Suzzi 1993). Estas levaduras frecuentemente
producen bajas concentraciones de alcoholes superiores compa-
rado a S. cerevisiae, pero hay una gran variabilidad entre cepas

(Romano et al. 1992, Zironi et al. 1993).

Los alcoholes superiores son formados a partir de a-cetodcidos,
los cuales derivan de la desaminacién de los correspondientes
aminodcidos (valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, etc.) a
travez de la via de Ehrlich 4 a partir del metabolismo de la glu-
cosa como precursores en la sintesis de aminodcidos (Ouchi et
al. 1980, Mauricio et al. 1997). Concentraciones de alcoholes
superiores a 400 mg/L contribuirfan negativamente a la cali-
dad organoléptica especialmente en vinos (Rapp & Mandery
1987). A excepcién de 2-feniletanol el cual presenta aroma floral
(Ribereau-Gayon et al. 2006a), cuyo valor umbral de percepcién
es 10 mg/L (Rouset al. 1983), los demds alcoholes superiores
imparten caracteristicas sensoriales desagradables (Rapp &
Mandery 1987, Ribereau-Gayon et al. 2006a).
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El presente estudio descriptivo se realizé con la finalidad de
contribuir al entendimiento del comportamiento fermentativo
de Hansenula anomala RIVE 7-1-5 y la produccién de com-
puestos quimicos de interés organoléptico como potencial para
su aprovechamiento en la produccién de bebidas fermentadas.
Asi mismo, se discute la influencia del oxigeno en la actividad
metabdlica y fermentativa y su repercusién en la sintesis de
compuestos quimicos de importancia sensorial.

Material y métodos

Microorganismo.- Se utilizé6 Hansenula anomala RIVE
7-1-5 adquirido de la coleccién de levaduras del Instituto de
Investigacién de Viticultura y Enologfa, Bratislava-Reptblica
Eslovaca, y fue mantenido en agar extracto de malta a 7 °C con
renovacién periddica cada 3 meses.

Fermentacion de azicares y tolerancia al metabisulfito de
sodio.- En los ensayos de fermentacién de azdcares se utilizé
caldo tipo Saboraud 2% como medio de cultivo base en el cual se
sustituy6 sélo la fuente de carbono. La actividad fermentativa se
determiné visualmente mediante la produccién de gas, para ello
se us6 la téenica de tubos Durham. Los ensayos se realizaron por
triplicado a 28 °C durante 96 horas. En los ensayos de tolerancia
al metabisulfito de sodio se utilizé medio sintético de la siguiente
composicién: glucosa 50,0 g/L; KH PO, 5,0 g/L; MgSO,.7H,O
0,4 g/L; (NH,),SO, 2,0 g/Ly extracto de levadura 1,0 g/L. La tole-
rancia al metabisulfito de sodio (Na,§,0,) se determiné mediante
la capacidad de fermentar glucosa a diferentes concentraciones de
Na,§,0, en el medio. El Na,S O se adicioné de acuerdo al pH
del medio: 100 mg/L al medio de pH 3,3; 150 mg/L al medio de
pH 3,65 y 200 mg/L al medio de pH 4,24. En la evaluacién de la
fermentacidn se utilizaron tubos Durham y se observé visualmente
la produccién de CO, hasta las 72 horas. Todos los ensayos se
realizaron a 28 °Cy por triplicado.

Produccién de etanol.- Para los ensayos de produccién de
etanol se adquiri6 jugo de manzana concentrado, esterilizado
por ultrafiltracién y aroma removido de Severofrukt a.s., Terezin,
Reptblica Checa. La remocién del aroma se realizé durante
el proceso de concentrado en un evaporador provisto de una
columna de separacién de voldtiles. El jugo concentrado asi
como el aroma obtenido fue entregado por separado al grupo
de investigacién. El jugo concentrado se reconstituy6 con agua
desionizada estéril hasta una concentracién de azicares totales
de 12,8% w/vy pH 3,8 para utilizarlo como medio de fermen-
tacion. Los ensayos se realizaron en frascos Erlenmeyer de 1 L
conteniendo 0,5 L de medio de cultivo. Las fermentaciones se
llevaron a cabo en cultivo estdtico y agitado a 16 °C y 28 °C
respectivamente. Las fermentaciones en cultivo agitado se reali-
zaron en frascos agitados a 200 min™ en un agitador orbital. Las
fermentaciones en cultivo estdtico se consideraron terminadas
cuando no se observé produccién de CO, y aquellas en cultivo
agitado, el tiempo de cultivo fue el equivalente al tiempo uxili-
zado durante la fermentacién en cultivo estdtico.

El inéculo se propagé utilizando medio de cultivo de la
misma composicién. Los frascos Erlenmeyer se agitaron a 200
min™, durante 48 horas, la temperatura de cultivo fue 28 °C.
Asi, el medio de fermentacién se inoculé con 14,0 % v/v de
inéculo. Finalmente, el contenido de etanol producido se de-
terminé mediante picnometria. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado.

Sintesis de compuestos de importancia sensorial

Preparacién de indculo y condiciones de fermentacion.-
Jugo de manzana reconstituido y aroma removido (explicado
anteriormente) se ha utilizado como medio de fermentacién.
Las fermentaciones se realizaron en cultivo agitado y estdtico
en frascos Erlenmeyer de 0,5 L conteniendo 250 mL de medio.
En las fermentaciones en cultivo agitado los frascos se agitaron
a 200 min” durante 8 dias y, aquellos en cultivo estdtico el
tiempo de fermentacién fue de 15 dias. Los experimentos se
realizaron a 28 °C.

La propagacién del inéculo se llevo a cabo en 100 mL de
jugo de manzana estéril a 28 °C durante 24 horas, los frascos
se agitaron a 200 min™ en un agitador orbital. Las células se
separaron por centrifugacién (3000 min™ durante 10 minutos)
y se lavaron tres veces con solucion fisiolégica estéril. Los me-
dios de fermentacién se inocularon con 1,0+0,1 g de células en
peso hiimedo.

Cultivo batch en biorreactor.- Como medio de cultivo se
utilizé jugo de manzana variedad Rubin con un contenido de
azlicares totales de 13% en peso y pH 3,8. Las manzanas fueron
adquiridas de la distribuidora de frutas y hortalizas Fruit-CZ,
Praga, Republica Checa. Luego de la extraccidn, el jugo se verti6
en envases estériles de 10 L y se pasteurizé en un termostato a
65 —70°C durante 12 horas (incluyendo el tiempo de enfriado)
con la finalidad de eliminar la flora microbiana y ademds todos
los compuestos voldtiles varietales (El-Nemra et al. 1988, Su &
Wiley 1998). Al jugo de manzana se suplementé con KH,PO,
1,2 g/Ly (NH,),SO, 1,2 g/L como fuente de fésforo y amonio

para promover el crecimiento de la levadura.

Los cultivos se realizaron en un biorreactor (BIOSTAT-B.
Braun International, Alemania) de 2 L conteniendo 1,5 L de
medio de cultivo. El biorreactor estuvo conectado a una unidad
de regulacién y medicién micro-DCU-300 y ademds estuvo
equipado con un agitador, medidor de pH, termémetro y un
electrodo de medicién de oxigeno disuelto. Los pardmetros con-
siderados en el cultivo los cuales fueron mantenidos constante
a lo largo del proceso fueron: temperatura 18 °C, frecuencia de
agitacién 300 min™' y flujo de aire 25 L/h (0,2 moles O, /h). El
tiempo de cultivo se dejé hasta el incremento de la concentracién
de oxigeno disuelto en el medio a su valor inicial.

El inéculo se propagé en 80 mL de medio sintético de la
siguiente composicién: glucosa 8,0 g/L; peptona 10,0 g/L; KH-
,PO,1,2¢/L; (NH,),SO, 1,2 g/Ly extracto de levadura 10,0 g/L,
el pH se ajustd a 3,6. La propagacion de células se llevo a cabo
en un agitador orbital a 150 min™ durante 48 horas a 28 °C. Las
células se separaron por centrifugaron (3000 min" durante 10
minutos), se lavaron tres veces con solucién fisioldgica estéril y,
finalmente las células obtenidas se inocularon en el biorreactor.

Métodos analiticos y presentacién de resultados

Los compuestos voldtiles producidos durante la fermentacién
(alcoholes superiores y ésteres) se analizaron en un cromatdgrafo
de gas (Hewlett-Packard 589011), equipado con una columna
HP5 (30m x 0,32mm) y un detector FID.

Las muestras fermentadas por triplicado se centrifugaron y
filtraron en una membrana de microfiltracién de 0,45 pm de
porosidad, luego se extrajeron los compuestos voldtiles mediante
el método de microextraccién con diclorometano (Ortega et
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al. 2001). Finalmente, 1 pL de cada extracto se inyecté en el
cromatdgrafo.

El 4cido acético, succinico, mdlico, etanol, glicerol, fruc-
tosa y glucosa se analizaron en un HPLC (Pump LCP 4000),
equipado con una columna Watrex 250 x 8mm (Ostion LGKS
0800 H*) y un detector RID. En el andlisis se utiliz6 0,005M
de H,SO, como fase mébil a una tasa de flujo de 1 mL/min.
Las muestras fermentadas por triplicado luego de ser filtradas y
centrifugadas se diluyeron con agua desmineralizada (1:3) y se
inyectaron al equipo.

La biomasa celular se determiné mediante gravimetria. Las
células se separaron por centrifugacién a 3000 min™ durante 10
minutos, se lavaron 3 veces con agua destilada luego se secaron
a 110 °C durante 2 horas y finalmente se pesaron. Ademis, se
determinaron el coeficiente global de rendimiento de biomasa
Y, v la tasa de crecimiento (p) respectivamente (van Hoek et
al. 1998). Los ensayos y andlisis se realizaron por triplicado,
los resultados se presentan como los promedios y su desviacién
estandard.

Resultados y discusion

Fermentabilidad de azicares y tolerancia al etanol y me-
tabisulfito de sodio.- Las levaduras difieren en su capacidad de
fermentar aziicares, esta caracteristica es fundamental para definir
su utilidad en procesos fermentativos. Como se muestra en la
Tabla 1, Hansenula anomala RIVE 7-1-5 es capaz de fermentar
glucosa, fructosa y manosa. Estos azicares generalmente estan
presentes en los jugos de fruta. La fermentacién de sucrosa y
maltosa es una caracteristica interesante ya que puede fermentar
también medios que contengan estos aziicares, por ejemplo
mostos a base de cereales.

La capacidad inhibitoria del SO, esta influenciada por el pH
del medio (Jarvis & Lea 2000). Como se observa en la Tabla 1,
la actividad fermentativa de Hansenula anomala RIVE 7-1-5 ha
sido inhibida totalmente a concentraciones de metabisulfito de
sodio (precursor de SO,) incluso hasta 100 mg/L. La utilizacién
de dioxido de azufre (SO,) en el caso de la produccién de vinos
esta regulado debido a los posibles efectos téxicos que produce.
La OIV (Organizacién Internacional de la Vifa y el Vino) re-
comienda dosis entre 150-400 mg/L de sulfito, dependiendo
del tipo de vino (Ribereau-Gayon et al. 2006b).

Produccién de etanol.- Las levaduras oxidativas cultiva-
das bajo limitacién de oxigeno producen etanol debido a la
interrupcién de su actividad respiratoria. La respiracién y la
fermentacién suceden simultaneamente, la concentracién de
oxigeno determina el balance entre ambos metabolismos. Sin
embargo, en un metabolismo mixto la generacién de energfa
disminuye y como resultado también la tasa de crecimiento,

Tabla 2. Produccion de etanol por Hansenula anomala RIVE 7-1-5
en cultivo estatico y agitado en jugo de manzana a 16 °C y 28 °C.

. . Temperatura de Etanol producido
Tipo de cultivo fermentacion (°C) (Y%ov/v)
Agitado 16 4,69+0,1
Agitado 28 2,35+0,1
Estatico 16 3,05+0,1
Estético 28 581+0,1

para dar formacién a compuestos tipicos de la fermentacién
alcohdlica. En la Tabla 2 se muestra las concentraciones de
etanol producido por Hansenula anomala RIVE 7-1-5. Se ha
observado una mayor produccién de etanol en cultivo estdtico
(5.81+0,1% v/v) a 28 °C. La agitacién del medio disminuyd la
produccidn de etanol dramdticamente en cultivos a 28 °C y un
efecto contrario se observé a 16 °C. Asi mismo, la diminucién
de la temperatura afecté sustancialmente la produccién de eta-
nol en cultivo estdtico, sin embargo esto no sucedié en cultivo
agitado donde la produccién de etanol incrementé de 2,350, 1
24,69+0,1% v/v. Esta cepa es capaz de producir hasta 5,8+0,1%
vlv de etanol que es una cantidad suficiente para producir
bebidas con contenido medio de etanol (por ejemplo cidras).
Nuestros resultados demuestran que algunas cepas de Hansenula
anomala pueden producir concentraciones de etanol por encima
de 5% v/v contrariamente a lo encontrado por Kalathenos et al.
(1995) y Fredlund et al. (2002). La disminucién de produccién
de etanol en cultivo agitado (al menos a 28 °C) se deberfa al
efecto del oxigeno incorporado al medio durante la agitacién.
Esto explica que Hansenula anomala RIVE 7-1-5 prefiere oxidar
la glucosa en presencia de oxigeno antes que fermentarla. Para
casos practicos la produccién de etanol podria ser controlado
mediante la tasa de aireacién.

La temperatura juega un rol importante en la produccién
de compuestos secundarios durante la fermentacién. En la
produccién de vinos blancos y cervezas por ejemplo se prefiere
temperaturas bajas de fermentacién ya que influye positivamente
en la sintesis de compuestos quimicos de importancia sensorial
(Torija et al. 2003). Para casos practicos la produccién de etanol
por Hansenula anomala RIVE 7-1-5 podria ser controlado ajus-
tando la temperarura y la aireacién del medio de fermentacién.

Sintesis de compuestos de importancia sensorial.- La varia-
cién de pardmetros que dan paso a la fermentacién conducen a
la produccién de etanol y otros compuestos quimicos de impor-
tancia sensorial. En la Tabla 3 se muestra las concentraciones de
los compuestos producidos por Hansenula anomala RIVE 7-1-5
durante cultivo estdtico y agitado, asi mismo se muestra con
fines de comparacién los principales compuestos encontrados
en cidras y jugo de manzana. Un ligero incremento de glicerol

Tabla 1. Fermentacion de azuUcares, y tolerancia al metabisulfito de sodio por Hansenula anomala RIVE 7-1-5 cultivado en medio sintético a

28 °C. Produccion de CO2: intenso: +++, moderado: ++, débil: +

Concentracién de azicar, etanol y metabisulfito de sodio

Tipo de azucar (2%)

glucosa galactosa fructosa maltosa

sucrosa

rafinosa almidon xilosa manosa

+++ + +++ ++

++

+++

Fermentacion en Na,S O, (mg/L)

Control (sin Na,5,0;) 100 mg/L (pH: 3,3 )

150 mg/L (pH: 3,65 ) 200 mg/L (pH: 4,24)

+++ -
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Tabla 3. Compuestos de importancia sensorial producidos por Hansenula anomala RIVE 7-1-5 cultivado en jugo de manzana a 28°C en cultivo
estatico y agitado, ademas compuestos tipicos encontrados en cidras y jugos de manzana.

Tipo de cultivo de Hansenula

Compuestos analizados en cidras

Compuestos analizados en jugos

Compuestos(mg/L) anomala RIVE 7-1-5° fermentadas con Saccharomyces d

Agitado Estatico cerevisiae ¢ manzana
Glicerol * 14+0,15 1,5+04 4,05+0,13% 2,59 1,7 0,0°
1-Propanol 19,0+3,0 41,0+£4,0 20,01 + 0,35%; 27,3 £ 13,0 7,00
1-Butanol 232+1,2 97+1,2 6,99 £ 0,04 6,1+£0,72 4,50 £0,23*
2-Butanol 3,0+1,0 1,0+03 - -
2-Metil-propanol 218,0+8,0 83,0+6,0 22,17 +0,08'; 34,8 + 8,9 0,75 +0,04*
3-Metil-butanol 228,0+9,0 54,0+£6,0 232,00 +13,80° 2,11+0,11*
2-Metil-butanol 162,0+5,0 28,0£3,0 94,8 +0,2%,173,0 £41,1* 9,0°
2-feniletanol 26,0 4,0 31,0 £3,0 7,8 £0,39%; 131,5 + 55,32 0,46 +0,02¢
Etil acetato 206,0 + 8,0 102,0 £ 6,0 231,06 + 33,09'; 114,6 + 35,5% 0,57 £ 0,03*
Butil acetato n.d tr 0,27 +0,02¢ 0,58 + 0,03+
Isoamilacetato 1,7+04 n.d 16,66 +1,0* 2,48 £0,12*
Etil decanoato 2,3+05 4,6+0,8 1,50 £ 0,09* 0,01 £ 0,002*
Acido acetico 196,0+7,0 366,0 +10,0 900,0 + 140,0'; 282,93 + 16,9* 0,0°
Acido succinico* 0,74+0,10 07+0,12 200,0 +30,0%; 0,5 + 0,06 0,0°

*g/L., tr.: trazas., n.d: no detectado., ®Resultados obtenidos en este estudio. 'Valores de cidras fermentadas con S.cerevisiae (Suarez et al. 2005). ?Valores de cidras analizados en el afio
1998 (Picinelli et al. 2000). *Valores de cidras fermentadas con S.cerevisiae (Jarvis et al. 1995). “Valores promedios (Wang et al. 2004). *Valores promedios (Cabranes et al. 1998). Valores
promedios (Souci et al. 2000). *Contenido de alcoholes amilicos: 3-Metil-butanol+2-Metil-butanol (Suarez et al. 2005; Picinelli et al. 2000). Compuestos no reportados ().

se observé en cultivo estdtico (1,5+0,4 g/L), comparado con el
cultivo agitado (1,4+0,15 g/L). La disminucién se deberfa en
parte a que el metabolismo aerobio promueve la respiracién
celular disminuyendo asi la produccién de glicerol. Sin embargo,
su produccién también serfa una respuesta al estrés osmotico
del medio de fermentacién debido a la alta concentracién de
azticar. Una mayor produccién de glicerol serfa favorable para
el perfil sensorial de la bebida fermentada ya que impartirfa un
ligero sabor dulce (Nieuwoudt et al. 2002).

Con respecto a la produccién total de alcoholes superiores
se observa que en cultivo agitado se produjo mayor cantidad
(679,2 mg/L) comparado al cultivo estdtico (247,7 mg/L); la
mayor produccién se deberfa al efecto del oxigeno incorporado
al medio durante la agitacién. El oxigeno promueve el meta-
bolismo respiratorio y como consecuencia un mayor flujo de
glucosa y aminodcidos, cuya degradacion produce compuestos
intermediarios (cetodcidos) de la sintesis de alcoholes superiores
(Ribereau-Gayon et al. 1975; Valero et al. 2002). Otros factores
que incrementan la produccién de alcoholes superiores incluyen
la clarificacién del mosto, la madurez de la fruta, la temperatura
entre otros (Ough et al. 1966; Blanco et al. 1992; Mangas et
al. 1994).

Los ésteres imparten el aroma frutal en las bebidas fermen-
tadas, por esta razon su presencia determina en parte la calidad
sensorial. El etil acetado es el éster de mayor importancia por
su concentracién. Como se muestra en la Tabla 3, la mayor
produccién de etil acetado por Hansenula anomala RIVE 7-1-5
se observé en cultivo agitado (206,0+8,0 mg/L). La tasa de for-
macidn de etil acetato estaria relacionado con la disponibilidad
de 4cido acético, etanol y, ademds de la actividad de la ester
sintasa necesarios para su formacién (Yoshioka & Hashimoto
1981, Rojas et al. 2002). Por otro lado, la concentracién de dcido
acético en cultivo agitado (196,0£10,0mg/L) resultd ser menor
comparado al cultivo estdtico (366,0+10,0mg/L), lo que indi-
carfa que la tasa de formacién de etil acetato en cultivo agitado
ha sido suficientemente alta para convertir el dcido acético en
etil acetato. El incremento de la sintesis de 4cido acético tam-
bién esta unido a la produccién de glicerol (Prior et al. 2000).

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Rojas et
al. (2001) quienes reportaron que la aireacién promueve una
mayor sintesis de etil acetato e isoamil acetato. Sin embargo
Fredlund et al. (2004a) reportaron un efecto contrario de la
aireacién en Hansenula anomala. La mayor formacién de etil
acetado en cultivo agitado con Hansenula anomala RIVE 7-1-
5 involucraria otros factores propios de la cepa. Por otra parte,
también se ha observado la produccién de isoamil acetato y etil
decanoato en concentraciones menores. La produccién de estos
ésteres es ventajosa si se desea producir bebidas no tradicionales
con aromas especiales. En el caso de la fermentacién de vinos la
presencia de etil acetato en concentraciones menores a 80 mg/L
contribuye positivamente al aroma y sabor (Ribereau-Gayon
1978). Altas concentraciones de etil acetato sobre 200 mg/L
imparte un sabor a vinagre (Dequin et al. 2003).

Asi mismo, se ha observado la formacién de 4cido succini-
co tanto en cultivo agitado (0,7420,10 mg/L) como estdtico
(0,7+0,12 mg/L). Este 4cido contribuye a la acidez total de la
bebida. En presencia de oxigeno el 4cido succinico se produce
normalmente como un intermediario del ciclo de Krebs 6 bien
por laactividad de las enzimas relacionadas al ciclo de Krebs cuya
sintesis no serfa inducida por el oxigeno (Arikawa et al. 1999).

Los cultivos agitadosen frascos Erlenmeyer presentan limita-
ciones en la transferencia de oxigeno (Gupta & Rao 2003, Tolosa
etal. 2002), esto provocarfa un metabolismo respirofermentativo
mixto en Hansenula anomala RIVE 7-1-5 con la consecuente
variabilidad en la produccién de productos de la fermentacion.
Los factores que influyen en la transferencia de oxigeno incluyen
la relacién volumen del frasco Erlenmeyer/volumen del medio
de cultivo, diametro del cuello del frasco e inclusive el tipo y las

caracteristicas del tapén (Nikakhtari & Hill 2006).

Cultivo batch en biorreactor.- La Figura 2 muestra el
transcurso del consumo de oxigeno, el crecimiento celular y la
variacién del pH durante 11 dias de cultivo de Hansenula ano-
mala RIVE 7-1-5. El oxigeno es el factor mds importante que
determina el balance entre la actividad respiratoria y fermentativa
en esta levadura. A concentraciones inferiores a la concentracién

330

Rev. peru. biol. 18(3): 325 - 334 (Diciembre 2011)



ACTIVIDAD FERMENTATIVA DE HANSENULA ANOMALA Y COMPUESTOS QUfMICOS DE IMPORTANCIA SENSORIAL

Tabla 4. Compuestos utilizados y producidos por Hansenula anomala RIVE 7-1-5 durante el cultivo batch en biorreactor a 18 °C.

Concentracion inicial de componentes (g/L)

fructosa glucosa sucrosa ac. malico
70,95 22,6 35,5 5,02
Compuestos finales (g/L)
fructosa glucosa etanol glicerol ac. acético 4c. sucinico 4c. malico
0,24+0,04 1,9+0,2 0,0 0,91+0,05 4,2+0,3 0,26+0,05 4,620,5
Alcoholes superiores y etil acetato producidos (mg/L)
1-propanol propil acetato 2-metil propanol 3-metil butanol 2-metil butanol Etil acetato
1,0£0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 9,7+0,5
Aztcar utilizado (S), biomasa final (X), rendimiento (Y, , Y, ), tasa de crecimiento (u)
S X Y></s YE/s |
127,0 11,5 0,11 0,0 0,13

Y, 9. de biomasa/gr. aztcar; Y,

x/s*

critica la velocidad de respiracién es dependiente de la concentra-
cién de oxigeno, por el contrario a concentraciones superiores es
independiente (Johnson 1976). En presencia de oxigeno como
subtrato, la relacién entre la tasa de crecimiento y concentracién
de oxigeno en el medio sigue la cinética de Michaelis Menten
(Johnson 1976). La concentracién critica de oxigeno para leva-
duras es muy baja, en el orden de 0,12mg/L a 20°C.

Como se observa en la Figura 2 luego de las 10 horas la
concentracién de oxigeno disuelto en el medio cayé a cero y asi
permanecié hasta las 250 horas. Esto significa que el oxigeno
transferido al medio ha sido consumido en su totalidad, sin
embargo este valor no da informacién de la tasa de consumo
de oxigeno. El oxigeno es poco soluble en agua pura (9,1 mg/L,
20 °C) y a medida que la temperatura y la viscocidad del medio
incrementa la solubilidad disminuye. La tranferencia de oxigeno
al medio es crucial y depende de muchos factores, entre ellos, el
flujo de aire, la velocidad de agitacién, la composicién quimica
del medio, la geometria del biorreactor, entre otros. El oxigeno
consumido es utilizado mayormente en la respiracion es decir en
la oxidacién de la glucosa, pero también en vias no respiratorias
como en la sintesis de esteroles y dcidos grasos insaturados que
son componentes esenciales de la membrana celular (Rosenfeld
& Beauvoit 2003).

El agotamiento rdpido del oxigeno indica que esta cepa
manifiesta un metabolismo aerobio pero que probablemente
experimenta limitacién de oxigeno, en este caso se recomienda
trabajar a concentraciones de saturacién o exceso de oxigeno si
se desea suprimir al mdximo la actividad fermentativa. En este
caso la produccién de etanol se acercaria a cero.

Ademis, se observa un incremento gradual de biomasa celu-
lar alcanzando un valor de 11,5 g/L al final del cultivo (Tabla
4). Estequiométricamente este valor es inferior a lo esperado,
esto sugiere que la fuente de carbono no solamente habria sido
utilizado para el crecimiento, sino en algtin otro proceso como
en “maintenance” (Beeftink et al. 1990), o en la formacién de
productos de la fermentacién. Sin embargo en los compuestos
residuales al final del cultivo no reporta etanol, ademds bajos
niveles de glicerol (0,91+0,05 g/L) y alta concentracién de
4cido acético (4,2+0,3 g/L). La produccién de dcido acético
a condiciones aerobias ha sido reportado por Fredlund et al.
(2004 a,b), sin embargo concentraciones tan elevadas serfa una
caracteristica atin no reportada.

us: 9. de etanol/gr. azucar; p: tasa de crecimiento (h'); X: biomasa seca final (g/l); S: azucar total consumido (g/L).

Asi mismo, no se ha observado una variacién significante del
pH (de 3,64 a 3,09) al final del proceso. La variacién del pH esta
asociado con el proceso de crecimiento celular y la actividad me-
tabdlica como la principal causa del intercambio de protones en el
medio. También no se ha observado una disminucién significante
del contenido de dcido mélico, lo que significarfa que esta cepa uti-
liza limitadamente este 4cido en presencia de oxigeno. Sin embargo,
Corte-Real et al. (1990) y Corte-Real y Leao (1990) reportaron
la utilizacién de 4cido mdlico por Hansenula anomala. Desde el
punto de vista prictico concentraciones de oxigeno que conducen
principalmente al metabolismo respiratorio debe ser evitado.

La ausencia de muchos compuestos de la fermentacién como
por ejemplo alcoholes superiores y ademds la baja cantidad de
algunos de ellos indicarian que el metabolismo ha sido predomi-
nantemente respiratorio (Tabla 4). En todo caso, el etanol pro-
bablemente producido durante el cultivo podria haber servido
como fuente de carbono al agotarse los azticares fermentables. Al
final del cultivo, el incremento del porcentaje de oxigeno disuelto
estarfa conectado al agotamiento de la fuente de carbono que
limitarfa el crecimiento y asi el consumo de oxigeno.

Reportes anteriores mostraron la utilizacién de Hansenula
anomala junto a otras levaduras no-Saccharomyces en la produc-
cién de vinos de bajo contenido alcohélico (3% v/v) en envases
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Figura 2. Cultivo batch de Hansenula anomala RIVE 7-1-5 en bior-
reactor a 18 °C y con flujo de aire 25 L/h.
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aireados. Sin embargo, la agitacién resultd en el incremento de
biomasa celular y la disminucién de la produccién de etanol
(Erten & Campbell 2001).

Conclusiones

Hansenula anomala RIVE 7-1-5 tiene una gran capacidad
de fermentar azdcares comunmente encontrados en frutas y en
mostos preparados a base de cereales, caracteristica que la hace
interesante para su aprovechamiento y utilizacién en fermen-
tacién de bebidas. Su sensibilidad al SO, es importante ya que
concentraciones de 100 mg/L serfa suficiente para inhibibir su
actividad fermentativa en caso que sea necesario. As{ mismo,
su capacidad de producir etanol hasta 5,81+0,1 % v/v la hace
adecuada para producir bebidas con bajo contenido alcohdlico.
Sin embargo, la produccién de etanol puede ser controlada
mediante la tasa de agitacién y la temperatura. Temperaturas
de 16 °C con agitacién de 200 min™ o menos se recomienda.

Por otro parte, la aireacién promueve una mayor produccion
de alcoholes superiores y etil acetato, lo que no sucede con 4cido
acético. Asi mismo, la tasa de agitacién puede utilizarse para
controlar la tasa de aireacién y asi balancear la produccién de
compuestos de importancia sensorial. Con la finalidad de pro-
ducir bebidas fermentadas no tradicionales se recomienda airear
intermitentemente el medio de fermentacién para conseguir la
mayor produccién de compuestos voldtiles de interés sensorial.

La demanda por bebidas fermentadas con caracteristicas
sensoriales particulares hace a las levaduras no-Saccharomyces
oxidativas aprovechables. El suministro constante y controlado
de oxigeno (0,2 moles/h) desvia el metabolismo fermentativo
hacia el oxidativo, sin embargo el oxigeno disuelto bajo estas
condiciones no provoca un metabolismo enteramente oxidativo.
La concentracién de oxigeno es el factor clave que determina
la formacién de compuestos de la fermentacién alcohélica al
menos en esta cepa de levadura.

Finalmente, bebidas fermentadas no tradicionales con altas
concentraciones de compuestos aparentemente indeseables
pueden parecer placenteros para algunosy lo opuesto para otros.
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